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  ABSTRACT	  	  The	  entorhinal	  cortex	  is	  the	  main	  input	  to	  the	  hippocampus	  and	  is	  crucial	  for	  episodic	  memory.	  	  The	  medial	  entorhinal	  cortex	  (MEC)	  is	  distinct	  from	  the	  lateral	  entorhinal	  cortex	  (LEC)	  in	  that	  the	  former	  processes	  spatial	  information,	  whereas	  the	  lateral	  is	  implicated	  in	  processing	  objects.	  	  However,	  there	  is	  significant	  overlap	  in	  function	  between	  the	  two	  areas.	  	  The	  spatial	  representation	  in	  the	  MEC	  is	  modulated	  by	  behavioral	  contingencies.	  	  Similarly,	  the	  LEC	  shows	  spatial	  modulation	  in	  the	  presence	  of	  objects.	  	  	  It	  is	  clear	  that	  the	  MEC	  and	  LEC	  share	  some	  but	  not	  all	  mnemonic	  and	  navigational	  functions.	  	   To	  better	  understand	  the	  mnemonic	  functions	  of	  the	  entorhinal	  cortex,	  this	  study	  monitored	  single	  unit	  activity	  with	  both	  the	  MEC	  and	  LEC	  of	  the	  rat	  during	  a	  context	  cued	  object	  discrimination	  task.	  	  In	  short,	  the	  rat	  was	  rewarded	  by	  choosing	  object	  X	  over	  object	  Y	  in	  context	  A	  and	  object	  Y	  over	  object	  X	  in	  context	  B	  regardless	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of	  position	  within	  each	  context.	  	  It	  was	  hypothesized	  that	  cells	  in	  the	  MEC	  would	  be	  more	  context	  or	  location	  modulated	  whereas	  cells	  within	  the	  LEC	  would	  be	  object,	  or	  object-­‐in-­‐context	  modulated.	  	  To	  further	  characterize	  the	  spatial	  selectivity	  of	  cells,	  units	  were	  also	  recorded	  while	  rats	  foraged	  in	  an	  open	  field.	  	   Cells	  were	  found	  within	  the	  LEC	  that	  responded	  selectively	  to	  context	  entry.	  	  Some	  cells	  in	  the	  LEC	  showed	  object	  preference,	  but	  the	  pattern	  was	  unstable	  across	  90	  trials.	  	  These	  results	  are	  anomalous,	  as	  other	  studies	  found	  cells	  with	  the	  LEC	  that	  selected	  objects	  in	  comparable	  object	  discrimination	  tasks.	  	  We	  found	  cells	  within	  the	  MEC	  that	  selected	  right	  vs.	  left	  context	  entry,	  that	  showed	  spatial	  selectivity,	  and	  that	  showed	  object	  selectivity.	  	  These	  results	  indicate	  that	  both	  the	  MEC	  and	  LEC	  show	  task-­‐relevant	  firing,	  but	  that	  the	  MEC	  may	  have	  a	  larger	  role	  in	  object-­‐context	  associations.	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INTRODUCTION	  Declarative	  or	  episodic	  memories	  are	  those	  consciously	  recalled	  past	  experiences	  and	  episodes.	  	  Episodic	  memory	  is	  a	  fundamental	  mental	  capacity	  that	  is	  crucial	  to	  normal	  human	  health.	  	  Diseases	  that	  disrupt	  episodic	  memory	  such	  as	  Alzheimer’s	  disease,	  Parkinson’s	  disease,	  Huntington	  disease,	  and	  traumatic	  brain	  injury	  are	  severely	  debilitating.	  	  Since	  Scoville	  and	  Milner’s	  discovery	  of	  H.M.	  in	  1957	  research	  has	  focused	  on	  the	  medial	  temporal	  lobe	  as	  the	  brain	  region	  that	  is	  dedicated	  to	  episodic	  memory.	  	  It	  is	  therefore	  important	  to	  our	  understanding	  of	  normal	  memory	  as	  well	  as	  its	  dysfunction	  to	  determine	  how	  the	  medial	  temporal	  lobe	  (MTL)	  supports	  episodic	  memory.	  	  Episodic	  memory	  was	  initially	  defined	  in	  humans	  as	  that	  which	  “receives	  and	  stores	  information	  about	  temporally	  dated	  episodes	  or	  events,	  and	  temporal-­‐spatial	  relations	  among	  these	  events”	  (Tulving,	  1972).	  Episodic	  memory	  can	  be	  easily	  observed	  in	  humans,	  but	  animal	  models	  are	  required	  for	  the	  intervention	  studies	  necessary	  to	  exact	  the	  neural	  substrates	  of	  memory.	  	  Therefore	  the	  definition	  of	  episode	  memory	  has	  since	  been	  updated	  to	  encompass	  more	  easily	  testable	  components.	  	  	  Episodic	  memory	  may	  be	  operationally	  defined	  as	  that	  which	  contains	  ‘what,’	  ‘where,’	  and	  ‘when’	  information	  (Eacott	  &	  Norman,	  2004).	  	  Based	  on	  this	  definition,	  episodic	  memory	  in	  humans	  and	  animals	  can	  be	  tested	  alike.	  	  	  The	  anatomical	  organization	  of	  the	  MTL	  is	  well	  conserved	  within	  mammals,	  and	  both	  human	  and	  animal	  studies	  support	  a	  common	  model	  of	  how	  episodic	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memories	  are	  formed.	  	  One	  current	  model	  of	  episodic	  memory	  proposes	  that	  there	  are	  two	  parallel,	  connected	  information	  streams	  in	  the	  MTL	  that	  converge	  on	  the	  hippocampus	  where	  a	  complete	  episodic	  memory	  is	  formed.	  	  Initially	  information	  about	  objects	  (what)	  and	  contexts	  (where)	  is	  computed	  separately.	  	  The	  streams	  converge	  upon	  the	  hippocampus	  where	  the	  components	  of	  memory	  are	  integrated	  and	  assimilated	  into	  a	  more	  general	  framework.	  	  However,	  the	  exact	  mechanisms	  by	  which	  these	  two	  streams	  of	  information	  transform	  and	  store	  patterns	  of	  sensory	  input	  as	  complicated	  representations	  of	  the	  world	  are	  still	  unclear.	  
	  
The	  Anatomy	  of	  the	  MTL	  The	  medial	  temporal	  lobe	  consists	  of	  multiple	  regions	  distinguishable	  by	  differences	  in	  their	  cytoarchitectural	  structure	  and	  connectivity.	  	  MTL	  structures	  include	  the	  hippocampus,	  the	  medial	  and	  lateral	  entorhinal	  cortices	  (MEC,	  LEC),	  the	  perirhinal	  cortex	  (PeC),	  and	  the	  parahippocampus	  (Burwell	  &	  Amaral,	  1998).	  	  The	  rodent	  analogue	  of	  the	  parahippocampus	  is	  the	  postrhinal	  cortex	  (PoC)	  (Ranganath	  &	  Ritchey,	  2012).	  	  Anatomical	  tract	  tracing	  studies	  have	  identified	  two	  broad	  streams	  of	  information	  traversing	  these	  regions	  of	  the	  MTL.	  	  	  Cortical	  contributions	  to	  the	  MTL	  enter	  via	  the	  POC	  or	  the	  PEC	  in	  an	  organized	  fashion.	  	  The	  PoC	  receives	  most	  of	  its	  cortical	  input	  from	  spatial	  areas	  in	  the	  temporal,	  parietal,	  and	  occipital	  cortices.	  	  In	  comparison,	  the	  PeC	  receives	  input	  from	  the	  ventral	  temporal	  and	  frontal	  association	  areas,	  as	  well	  as	  unimodal	  sensory	  streams	  with	  an	  emphasis	  on	  olfactory	  input	  in	  rats,	  or	  vision	  in	  primates	  (Burwell	  
	  	   	  3	  
&	  Amaral,	  1998b;	  Kerr	  et	  al.,	  2007).	  	  The	  PoC	  projects	  both	  directly	  to	  the	  MEC	  and	  indirectly	  to	  the	  LEC	  via	  the	  PeC,	  while	  the	  PeC	  projects	  mainly	  to	  the	  LEC	  (Kerr,	  Agster,	  Furtak,	  &	  Burwell,	  2007,	  Fig.	  1).	  	  The	  entorhinal	  cortices	  then	  serve	  as	  the	  chief	  input	  to	  the	  hippocampus.	  	  The	  hippocampus	  also	  projects	  back	  to	  the	  EC,	  and	  the	  LEC	  and	  MEC	  project	  back	  to	  the	  PeC	  and	  PoC,	  respectively	  (Kerr	  et	  al.,	  2007).	  The	  MEC	  and	  LEC	  share	  the	  same	  overarching	  anatomical	  and	  laminar	  characteristics.	  	  Layer	  II	  cells	  in	  the	  entorhinal	  cortex	  (EC)	  project	  to	  the	  dentate	  gyrus	  (DG)	  and	  Cornu	  Ammonis	  (CA)3	  of	  the	  hippocampus	  via	  the	  perforant	  pathway,	  while	  layer	  III	  cells	  project	  to	  CA1	  of	  the	  hippocampus	  via	  the	  temporoammonic	  pathway	  (Kerr	  et	  al.,	  2007).	  	  Information	  from	  the	  subiculum	  and	  CA1	  of	  the	  hippocampus	  projects	  back	  to	  deep	  layers	  of	  the	  EC.	  	  Within	  the	  EC	  there	  is	  a	  flow	  of	  information	  from	  deep	  to	  shallow,	  thus	  completing	  the	  EC-­‐hippocampus	  loop.	  	  The	  MEC	  projects	  to	  the	  middle	  of	  the	  molecular	  layer	  of	  the	  DG	  and	  to	  the	  inner	  layer	  of	  CA3	  while	  the	  LEC	  projects	  to	  the	  shallow	  portion	  of	  each	  of	  those	  hippocampal	  layers	  (Burwell	  &	  Amaral,	  1998a;	  Burwell,	  2000).	  	  The	  MEC	  and	  LEC	  differ	  in	  their	  connections,	  laminar	  and	  cellular	  morphology,	  and	  intrinsic	  electrophysiological	  properties	  (Canto	  &	  Witter,	  2012a,	  2012b).	  	  The	  MEC	  receives	  input	  equally	  from	  both	  PeC	  and	  PoC	  and	  receives	  cortical	  input	  similar	  to	  that	  of	  the	  PoC.	  	  On	  the	  other	  hand,	  the	  LEC	  receives	  more	  input	  from	  PeC	  than	  PoC	  and	  additional	  input	  from	  cortical	  areas	  similar	  to	  those	  afferents	  to	  the	  PeC.	  	  Morphological	  and	  electrophysiological	  differences	  between	  MEC	  and	  LEC	  occurs	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most	  dramatically	  in	  layer	  II,	  but	  also	  to	  a	  lesser	  extent	  in	  layer	  VI	  (Canto	  &	  Witter,	  2012a).	  The	  EC	  has	  a	  second	  set	  of	  topographic	  subdivisions	  that	  are	  based	  on	  output	  patterns	  and	  are	  orthogonal	  to	  the	  medial	  and	  lateral	  subdivision.	  	  These	  subdivisions	  consist	  of	  three	  segments,	  the	  rostromedial,	  intermediate,	  and	  caudolateral	  bands	  each	  containing	  some	  MEC	  and	  some	  LEC.	  	  The	  caudolateral	  band	  projects	  to	  the	  septal	  portion	  of	  the	  dentate	  gyrus,	  the	  intermediate	  EC	  band	  projects	  to	  the	  middle	  DG,	  and	  the	  rostromedial	  band	  projects	  to	  the	  temporal	  portion	  of	  the	  DG.	  	  The	  MEC	  in	  particular	  shows	  substantial	  segregation	  of	  its	  afferents	  to	  each	  of	  these	  bands	  such	  that	  the	  lateral	  band	  receives	  input	  from	  visuospatial	  areas,	  whereas	  intermediate	  and	  medial	  bands	  receive	  almost	  exclusively	  olfactory	  input	  (Burwell,	  2000).	  The	  hippocampus	  communicates	  with	  the	  rest	  of	  the	  cortex	  primarily	  through	  the	  entorhinal	  cortex.	  	  The	  DG	  of	  the	  hippocampus	  receives	  a	  large	  afferent	  stream	  from	  the	  layer	  III	  of	  the	  entorhinal	  cortex	  through	  the	  medial	  and	  lateral	  perforant	  pathways.	  	  Connections	  within	  the	  hippocampus	  are	  largely	  one	  way,	  and	  can	  be	  outlined	  in	  a	  ‘trisynaptic	  loop.’	  	  Cells	  within	  the	  dentate	  gyrus	  send	  axons	  to	  CA3	  completing	  the	  first	  synapse	  of	  the	  trisynaptic	  loop.	  	  The	  loop	  continues	  from	  CA3	  to	  CA1,	  and	  then	  on	  from	  CA1	  to	  the	  subiculum.	  	  Finally,	  the	  subiculum	  shares	  reciprocal	  connections	  with	  both	  the	  MEC	  and	  LEC	  in	  a	  topographic	  organization	  cited	  above	  (Amaral,	  1993).	  	  	  The	  entorhinal	  cortex	  also	  projects	  to	  CA3,	  CA1,	  and	  the	  subiculum,	  providing	  a	  means	  for	  parallel	  and	  series	  processing	  within	  the	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hippocampus	  itself.	  	  This	  loop	  of	  connections	  between	  the	  entorhinal	  cortex	  and	  the	  hippocampus	  may	  constitute	  substrate	  sufficient	  to	  support	  memory	  replay	  and	  integration.	  	  Furthermore,	  reciprocal	  connections	  between	  the	  MEC	  and	  PoC,	  and	  the	  LEC	  and	  PeC	  allow	  information	  to	  flow	  further	  back	  out	  to	  cortical	  areas	  (Burwell	  &	  Amaral,	  1998b;	  Hargreaves,	  Rao,	  Lee,	  &	  Knierim,	  2005).	  	  Signals	  flow	  in	  series	  as	  well	  as	  in	  parallel	  through	  each	  of	  these	  streams	  traversing	  the	  MTL.	  	  	  
	  	  	   Fig.	  1.	  	  Adapted	  from	  (Howard	  Eichenbaum,	  Sauvage,	  Fortin,	  Komorowski,	  &	  Lipton,	  2012).	  	  Schematic	  showing	  three	  levels	  of	  processing	  in	  the	  MTL	  network.	  PoC;	  postrhinal	  cortex,	  PeC;	  perirhinal	  cortex,	  LEC;	  lateral	  entorhinal	  cortex,	  MEC	  medial	  entorhinal	  cortex.	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Episodic	  memory	  network	  This	  anatomical	  organization	  of	  the	  MTL	  suggests	  that	  object	  representations	  enter	  the	  hippocampus	  via	  the	  PeC	  and	  the	  LEC,	  contextual	  representations	  via	  the	  PoC	  and	  MEC,	  and	  these	  two	  streams	  of	  information	  are	  integrated	  within	  the	  hippocampus	  (Kerr	  et	  al.,	  2007).	  	  In	  this	  scheme,	  the	  ‘what’	  and	  ‘where’	  components	  can	  be	  anatomically	  separated	  from	  each	  other,	  and	  both	  from	  the	  fully	  formed	  product	  in	  the	  hippocampus	  (Eacott	  &	  Gaffan,	  2011).	  Furthermore,	  the	  information	  held	  at	  each	  stage	  of	  processing	  may	  also	  be	  recalled	  irrespective	  of	  the	  other	  stages.	  	  	  Empirical	  evidence	  from	  cell	  recording	  and/or	  lesion	  techniques	  in	  animals	  as	  well	  as	  brain	  scanning	  methods	  in	  humans	  supports	  these	  hypotheses.	  	  	  One	  foundational	  group	  of	  studies	  showed	  that	  when	  the	  PeC,	  PoC,	  or	  hippocampus	  is	  lesioned,	  object,	  context,	  or	  conjunctive	  memory	  is	  blocked,	  respectively.	  	  Most	  striking	  was	  the	  finding	  that	  the	  MTL	  but	  not	  the	  hippocampus	  is	  required	  for	  recognition	  of	  either	  objects	  alone	  or	  contexts	  alone	  (Murray	  &	  Mishkin,	  1998).	  	  This	  is	  significant	  because	  it	  shows	  that	  incomplete	  forms	  of	  episodic	  memory	  are	  in	  an	  operational	  form.	  	  Some	  humans	  with	  damage	  restricted	  to	  the	  hippocampus	  show	  a	  similar	  pattern.	  	  They	  can	  recognize	  contexts	  or	  items	  alone,	  but	  cannot	  recollect	  a	  memory	  episode	  (Brown	  &	  Aggleton,	  2001).	  	  The	  second	  important	  finding	  of	  these	  experiments	  is	  that	  object	  information	  and	  context	  information	  are	  completely	  separate	  in	  their	  early	  forms	  (Eacott	  &	  Gaffan,	  2011).	  	  This	  separation	  is	  implicated	  in	  humans	  as	  well	  via	  scanning	  methods	  that	  show	  activation	  of	  the	  PeC	  during	  item	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recognition,	  and	  activation	  of	  the	  parahippocampus	  during	  item	  and	  context	  recollection	  (Davachi,	  2003).	  	  	  	  In	  both	  humans	  and	  rodents,	  cells	  within	  the	  MTL	  have	  been	  found	  whose	  activity	  can	  be	  correlated	  to	  specific	  situations.	  	  Cells	  within	  the	  hippocampus	  correlate	  to	  highly	  specific	  components	  of	  a	  memory	  such	  as	  place,	  an	  object,	  a	  reward,	  or	  abstract	  concept	  such	  as	  the	  identity	  of	  a	  celebrity	  (Suthana	  &	  Fried,	  2012).	  	  Cells	  in	  areas	  upstream	  of	  the	  hippocampus	  are	  specific	  to	  more	  general	  situational	  parameters	  that	  may	  recur	  across	  multiple	  similar	  memory	  episodes.	  	  For	  example,	  some	  entorhinal	  cells	  in	  rats	  and	  monkeys	  code	  for	  topographic	  direction	  (Taube,	  2007).	  	  Object	  processing	  is	  exhibited	  within	  the	  PeC	  through	  ‘object	  cells,’	  or	  by	  the	  LEC	  through	  ‘object-­‐context’	  cells	  (Deshmukh	  &	  Knierim,	  2011).	  	  A	  variety	  of	  navigational	  cells	  have	  been	  found	  in	  the	  MEC	  including	  border	  cells	  representing	  spatial	  boundary	  lines,	  grid	  cells	  whose	  hexagonal	  positional	  firing	  creates	  a	  grid	  like	  pattern,	  and	  head	  direction	  cells	  that	  monitor	  the	  rats	  head	  direction.	  	  The	  cell	  types	  found	  in	  the	  MEC	  provide	  evidence	  that	  supports	  spatial-­‐type	  processing	  within	  the	  PoC-­‐MEC	  stream.	  	  Below,	  data	  on	  cellular	  firing	  correlates	  of	  regions	  of	  the	  MTL	  is	  combined	  with	  detailed	  descriptions	  of	  the	  memory	  deficits	  that	  accompany	  lesions	  of	  these	  regions	  provide	  a	  sketch	  of	  the	  mnemonic	  function	  of	  the	  each	  component	  of	  the	  MTL.	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  Fig.	  2.	  	  A:	  Adapted	  from	  Leutgeb	  et	  al,	  2005,	  and	  Hafting	  et	  al.	  2005.	  	  Example	  of	  two	  grid	  cells	  (top	  and	  bottom)	  left;	  trajectory	  with	  red	  indicating	  action	  potentials,	  middle;	  heat	  plot	  of	  cell	  activity,	  right;	  autocorrelation	  plot.	  B;	  Figure	  adapted	  from	  Deshmukh	  et	  al.	  2012.	  	  Examples	  of	  two	  (top	  and	  bottom)	  heat	  plots	  of	  object	  cells	  in	  the	  perirhinal	  cortex.	  	  White	  circles	  indicate	  objects	  in	  square	  enclosure.	  	  C;	  Adapted	  from	  Taube	  et	  al,	  1990.	  	  Head	  direction	  cell,	  broken	  line	  and	  solid	  line	  are	  separate	  trials	  in	  the	  same	  context.	  	  D;	  Adapted	  from	  Solstad	  et	  al.	  2008.	  	  Heat	  plot	  of	  a	  single	  border	  cell.	  	  Cell	  responds	  to	  the	  same	  boarder	  when	  the	  shape	  of	  the	  environment	  is	  modified.	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Object	  recognition	  Representations	  of	  distinct	  objects	  are	  likely	  formed	  upstream	  of	  the	  hippocampus	  in	  the	  PeC	  and	  LEC,	  and	  may	  begin	  to	  integrate	  with	  contextual	  information	  as	  early	  as	  the	  LEC.	  	  Novel	  object,	  and	  object	  recognition	  tasks	  specifically	  increase	  activity	  within	  the	  PoC	  of	  rats,	  monkeys,	  and	  humans	  (Brown	  &	  Aggleton,	  2001;	  Davachi,	  Mitchell,	  &	  Wagner,	  2003;	  Wan,	  Aggleton,	  &	  Brown,	  1999).	  	  Rats	  and	  monkeys	  with	  PeC	  lesions	  perform	  poorly	  on	  various	  nonspatial	  memory	  tasks	  such	  as	  the	  spontaneous	  object	  recognition	  task	  and	  the	  continuous	  nonmatching	  to	  sample	  task	  (Alvarado	  &	  Bachevalier,	  2005;	  Young,	  Otto,	  Fox,	  &	  Eichenbaum,	  1997).	  	  These	  studies	  together	  implicate	  the	  PeC	  as	  a	  locus	  for	  non-­‐spatial	  object	  recognition	  and	  memory.	  	  	  Further	  studies	  focused	  on	  characterizing	  the	  nature	  of	  the	  object	  related	  processing	  in	  PeC.	  	  The	  deficit	  of	  object	  recognition	  in	  PeC	  lesioned	  rats	  is	  more	  pronounced	  compared	  to	  normal	  rats	  as	  objects	  resemble	  each	  other	  more	  closely	  and	  as	  the	  time	  delay	  increases	  (Otto,	  Eichenbaum	  1992,	  Buckley,	  Gaffan	  1997).	  	  Moreover,	  deficits	  in	  object	  memory	  following	  PeC	  lesions	  are	  found	  regardless	  of	  sensory	  modality	  (Eacott,	  Machin,	  &	  Gaffan,	  2001).	  	  Rats	  with	  lesions	  to	  their	  PeC	  can	  perform	  some	  simple	  visual	  discrimination	  tasks,	  but	  show	  deficits	  when	  the	  task	  involves	  transverse	  patterning	  (Davies,	  Machin,	  Sanderson,	  Pearce,	  &	  Aggleton,	  2007).	  	  From	  these	  data	  it	  was	  concluded	  that	  the	  PeC	  performs	  a	  configural	  component	  analysis	  in	  which	  specific	  combinations	  of	  features	  are	  compiled	  to	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represent	  distinct	  objects	  (Eacott	  et	  al.,	  2001).	  	  	  A	  review	  of	  these	  studies	  implicates	  the	  PeC	  in	  perceptual	  processing	  of	  objects,	  but	  upon	  further	  investigation	  the	  PeC	  may	  be	  required	  only	  when	  the	  objects	  are	  novel.	  	  A	  group	  led	  by	  Inah	  Lee	  (2012)	  showed	  that	  rats	  with	  PeC	  lesions	  remember	  item-­‐place	  associations	  acquired	  before	  surgery,	  but	  cannot	  learn	  new	  associations	  after	  surgery.	  	  Similarly,	  when	  rats	  learned	  two	  tasks,	  one	  two	  weeks	  prior	  to	  lesions	  of	  the	  PeC,	  and	  a	  second	  two	  days	  prior,	  the	  rats	  could	  only	  remember	  the	  former	  task	  (Glenn,	  Nesbitt,	  &	  Mumby,	  2003).	  	  This	  temporal	  dependence	  of	  the	  PeC	  was	  also	  implicated	  in	  the	  memory	  of	  a	  spatial	  task,	  but	  in	  a	  different	  way.	  	  Thus,	  the	  PeC	  is	  integral	  in	  forming	  representations	  of	  new	  objects,	  and	  possibly	  holds	  those	  representations	  on	  line	  until	  they	  are	  consolidated	  in	  other	  brain	  regions.	  The	  LEC	  seems	  to	  be	  important	  in	  associating	  objects	  with	  other	  stimuli,	  but	  this	  region	  may	  or	  may	  not	  participate	  in	  the	  formation	  object	  representations.	  	  Tasks	  in	  which	  rats	  are	  required	  to	  associate	  objects	  with	  places	  activate	  the	  LEC	  more	  than	  neighboring	  regions	  (Wilson	  et	  al.,	  2013).	  	  When	  the	  LEC	  was	  lesioned,	  rats	  were	  unable	  to	  perform	  the	  same	  task.	  	  This	  study	  strongly	  implicated	  the	  LEC	  in	  connecting	  objects	  with	  contexts.	  	  The	  data	  on	  LEC	  involvement	  in	  object	  recognition	  alone	  is	  more	  controversial.	  	  Some	  studies	  found	  deficits	  in	  non-­‐spatial	  object	  recognition	  whereas	  others	  did	  not	  (Van	  Cauter,	  Poucet,	  &	  Save,	  2008).	  	  A	  few	  studies	  even	  found	  facilitation	  of	  odor-­‐cued	  memory	  following	  lesions	  of	  the	  LEC	  (Xu	  &	  Wilson,	  2012).	  	  However,	  these	  paradoxical	  findings	  can	  be	  explained	  by	  a	  difference	  in	  behavioral	  paradigm	  and	  in	  lesion	  technique.	  	  The	  studies	  that	  found	  
	  	   	  11	  
facilitation	  after	  LEC	  lesions	  used	  a	  task	  that	  involved	  the	  memory	  trace	  of	  a	  single	  odor.	  	  In	  the	  other	  tasks	  the	  rat	  was	  required	  to	  remember	  and	  distinguish	  multiple	  odors,	  a	  function	  that	  was	  clearly	  blocked	  by	  PeC	  lesions.	  	  These	  studies	  show	  that	  the	  LEC	  participates	  in	  a	  complex	  manner	  to	  object	  recognition.	  	  The	  LEC	  is	  essential	  for	  forming	  associations	  between	  objects	  and	  contexts,	  and	  possibly	  between	  multiple	  objects.	  In-­‐vivo	  recording	  studies	  have	  proven	  more	  effective	  at	  elucidating	  the	  role	  of	  the	  PEC	  and	  LEC	  in	  the	  ‘what’	  pathway.	  	  Cells	  within	  the	  PeC	  and	  LEC	  are	  active	  in	  response	  to	  specific	  behavioral	  events	  such	  as	  reward	  and	  odor	  sampling	  (Young	  et	  al.,	  1997).	  	  In	  contrast,	  both	  the	  LEC	  and	  the	  PeC	  show	  seemingly	  random	  spatial	  firing	  in	  empty	  open	  fields	  as	  well	  as	  in	  complex	  environments	  (Burwell	  &	  Hafeman,	  2003).	  	  	  When	  those	  environments	  are	  filled	  with	  objects,	  cells	  in	  the	  PeC	  and	  LEC	  begin	  to	  show	  place,	  and	  object	  specificity	  (Deshmukh	  &	  Knierim,	  2011;	  Foster	  &	  Knierim,	  2012).	  	  Within	  the	  PeC	  cells	  respond	  to	  objects	  and	  not	  location,	  and	  they	  respond	  more	  strongly	  to	  novel	  objects.	  	  Downstream	  of	  the	  PeC	  in	  the	  LEC	  cells	  exhibited	  high	  selectivity	  to	  objects	  as	  well,	  and	  their	  firing	  patterns	  were	  stable	  across	  multiple	  sessions.	  	  Some	  cells	  fired	  specifically	  at	  an	  object	  even	  when	  it	  was	  moved	  whereas	  other	  cells	  were	  more	  spatially	  consistent,	  keeping	  their	  original	  ‘firing	  fields’	  at	  the	  objects	  former	  location	  (Deshmukh	  &	  Knierim,	  2011).	  	  Some	  LEC	  cells	  even	  fired	  at	  certain	  locations	  away	  from	  objects.	  	  These	  data	  suggest	  that	  while	  the	  PeC	  performs	  more	  non-­‐spatial	  item	  processing	  such	  as	  events	  and	  objects,	  the	  LEC	  may	  incorporate	  a	  spatial	  component	  to	  the	  representation.	  	  The	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LEC	  may	  also	  hold	  these	  representations	  longer,	  as	  LEC	  firing	  patterns	  remain	  in	  places	  objects	  no	  longer	  occupied.	  	  This	  is	  entirely	  consistent	  with	  lesion	  work;	  both	  bodies	  of	  evidence	  attributing	  object	  recognition	  to	  the	  PeC-­‐LEC	  stream.	  	  	  	  
Context	  recognition	  Groups	  studying	  spatial	  memory	  have	  found	  indications	  of	  both	  context	  recognition	  and	  allocentric	  spatial	  navigation	  within	  the	  MTL.	  	  One	  model	  proposes	  that	  the	  rat	  must	  form	  a	  memory	  representation	  of	  the	  context,	  and	  then	  there	  may	  be	  a	  separate	  spatial	  computation	  determining	  the	  space	  within	  this	  context	  the	  rat	  and	  other	  objects	  currently,	  or	  formerly	  inhabit	  (Holland	  &	  Bouton,	  1999).	  	  The	  PoC	  is	  strongly	  implicated	  in	  contextual	  processing,	  but	  not	  spatial	  processing.	  	  Lesions	  of	  either	  the	  PeC	  or	  PoC	  abolish	  context	  specific	  fear	  responses,	  implicating	  both	  regions	  in	  connecting	  events	  to	  contexts	  (Bucci,	  Phillips,	  &	  Burwell,	  2000).	  	  Furthermore,	  Norman	  and	  Eacott	  	  (2005)	  showed	  a	  striking	  double	  dissociation	  between	  the	  PeC	  and	  the	  PoC.	  	  Rats	  were	  shown	  an	  object	  ‘a’	  in	  context	  ‘x’	  and	  then	  object	  ‘b’	  in	  context	  ‘y’.	  	  When	  rats	  were	  then	  shown	  both	  objects	  in	  a	  certain	  context,	  those	  with	  PoC	  lesions	  could	  not	  remember	  which	  object	  was	  associated	  with	  that	  context.	  	  Surprisingly,	  rats	  with	  PeC	  lesions	  could.	  	  Given	  that	  lesions	  to	  the	  PeC	  abolish	  object	  recognition,	  these	  data	  suggest	  that	  the	  PoC	  and	  not	  the	  PeC	  may	  perform	  context	  recognition,	  and	  that	  objects	  in	  a	  room	  may	  be	  incorporated	  into	  that	  context.	  	  Moreover,	  when	  cells	  in	  the	  PoC	  were	  recorded	  from	  during	  an	  object-­‐context	  association	  task,	  cells	  emerged	  that	  were	  object-­‐place	  specific	  (Furtak,	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Ahmed,	  &	  Burwell,	  2012).	  	  These	  cells	  were	  active	  wherever	  the	  rat	  was	  able	  to	  see	  the	  context.	  	  These	  results	  implicate	  the	  PoC	  in	  processing	  spatial	  arrangements.	  	  This	  specificity	  may	  also	  be	  explained	  if	  a	  given	  room	  is	  considered	  a	  different	  context	  if	  the	  arrangement	  of	  objects	  within	  that	  room	  are	  different.	  The	  role	  of	  the	  PoC	  in	  spatial	  navigation	  has	  also	  been	  explored.	  	  Wan	  et	  al.	  (1999)	  showed	  that	  cells	  were	  activated	  in	  the	  PoC	  when	  familiar	  objects	  were	  rearranged,	  implicating	  the	  PoC	  in	  spatial	  processing.	  	  Recordings	  of	  PoC	  cells	  during	  a	  four-­‐arm	  radial	  maze	  task	  demonstrated	  spatial	  tuning	  in	  some	  cells,	  but	  they	  exhibited	  multiple	  firing	  fields.	  	  Moreover,	  some	  cells	  were	  sensitive	  to	  the	  rats’	  direction.	  	  However,	  cells	  in	  the	  POC	  completely	  changed	  their	  spatial	  firing	  when	  the	  maze	  was	  rotated	  (Burwell	  &	  Hafeman,	  2003).	  	  Presumably	  a	  complex	  representation	  of	  a	  ‘context’	  is	  formed	  in	  the	  PoC,	  whereas	  spatial	  operations	  within	  that	  context	  are	  processed	  further	  down	  in	  the	  pathway,	  possibly	  by	  the	  MEC	  or	  the	  hippocampus	  itself.	  
	  
Spatial	  processing	  The	  MEC	  is	  a	  bridge	  between	  the	  PoC	  and	  the	  hippocampus,	  and	  its	  role	  in	  spatial	  navigation	  is	  well	  established.	  	  It	  was	  already	  noted	  that	  cells	  in	  the	  neighboring	  LEC	  exhibit	  spatial	  constancy	  with	  regard	  to	  objects.	  	  While	  either	  MEC	  or	  LEC	  lesions	  abolish	  object-­‐place	  memory,	  only	  MEC	  lesions	  abolish	  rats’	  memory	  in	  the	  Morris	  Water	  maze	  test	  of	  spatial	  navigation	  (Van	  Cauter	  et	  al.,	  2013).	  	  Similarly,	  when	  synaptic	  plasticity	  in	  hippocampal	  afferents	  from	  MEC	  is	  abolished	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rats	  fail	  to	  recognize	  novel	  spatial	  arrangements.	  	  When	  hippocampal	  afferents	  from	  the	  LEC	  are	  abolished	  rats	  do	  not	  have	  a	  spatial	  deficit,	  but	  instead	  exhibit	  object	  recognition	  deficits.	  	  Together	  these	  studies	  show	  that	  the	  information	  the	  MEC	  computes	  and	  projects	  to	  the	  hippocampus	  is	  essential	  in	  forming	  memories	  of	  spatial	  arrangements.	  Recording	  studies	  on	  the	  MEC	  have	  added	  to	  the	  lesion	  literature	  to	  provide	  solid	  evidence	  towards	  its	  role	  in	  spatial	  processing.	  	  Cells	  in	  the	  MEC	  are	  active	  in	  response	  to	  various	  navigation-­‐related	  behaviors.	  	  Border	  cells	  in	  the	  MEC	  increase	  their	  firing	  rate	  when	  the	  rat	  is	  at	  a	  specific	  border	  of	  an	  environment,	  such	  as	  a	  flat	  wall	  or	  a	  portion	  of	  a	  curved	  wall	  (Solstad,	  Boccara,	  Kropff,	  Moser,	  &	  Moser,	  2008,	  Fig.	  2	  D).	  	  These	  cells	  will	  respond	  to	  a	  specific	  border	  even	  when	  the	  shape	  of	  the	  room	  changes.	  	  Head	  direction	  cells	  (HDR	  cells)	  are	  correlated	  to	  a	  specific	  direction	  the	  rats’	  head	  is	  pointed	  (Taube,	  2007,	  Fig.	  2	  C).	  	  The	  directional	  tuning	  of	  HDR	  cells	  anchors	  to	  multiple	  modalities,	  including	  smells	  and	  visual	  objects.	  	  When	  these	  anchors	  are	  moved,	  the	  ensemble	  of	  HDR	  cells	  moves	  in	  unison.	  	  HDR	  cells	  are	  also	  modulated	  by	  internal	  factors	  such	  as	  running	  speed	  and	  vestibular	  input.	  	  Thus	  by	  combining	  these	  factors,	  HDR	  cells	  show	  coordination	  between	  the	  egocentric	  and	  allocentric	  movement	  of	  the	  rat.	  	  HDR	  cells	  accurately	  track	  the	  path	  of	  the	  rat	  whereas	  border	  cells	  and	  grid	  cells	  can	  track	  its	  position.	  Grid	  cells,	  thought	  to	  receive	  input	  from	  HDR	  cells	  and	  border	  cells,	  substantiate	  that	  map	  in	  their	  firing	  patterns	  (Hasselmo,	  2009,	  Fig.	  2A).	  	  Grid	  cells	  are	  active	  when	  the	  rat	  occupies	  multiple	  locations	  such	  that	  they	  organize	  into	  a	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tessellating	  triangular	  grid	  that	  fills	  environment	  (Fyhn,	  Molden,	  Witter,	  Moser,	  &	  Moser,	  2004,	  Fig.	  2A).	  Moser	  et	  al.	  showed	  that	  the	  grid	  cells	  are	  stable	  across	  sessions,	  as	  they	  are	  anchored	  to	  certain	  cues	  in	  the	  environment	  such	  as	  designs	  on	  a	  wall.	  	  Neighboring	  grid	  cells	  show	  the	  same	  scaling	  and	  orientation,	  but	  the	  vertices	  of	  their	  grids	  are	  slightly	  shifted	  (Hafting,	  Fyhn,	  Molden,	  Moser,	  &	  Moser,	  2005).	  	  Grid	  cells	  change	  their	  grid	  orientation	  and	  vertices	  when	  an	  environment	  is	  modified,	  but	  they	  do	  this	  with	  coherence	  between	  cells.	  	  These	  results	  indicate	  that	  the	  spatial	  map	  in	  the	  MEC	  is	  intrinsically	  generated.	  	  However,	  in	  this	  study	  small	  environmental	  changes	  such	  as	  odor,	  or	  the	  pattern	  of	  a	  wall	  perturbed	  the	  grid	  patterns.	  	  Therefore,	  the	  MEC	  network	  is	  also	  very	  sensitive	  to	  perturbations	  in	  the	  environment.	  	  Grid	  cells	  do	  not	  all	  have	  the	  same	  grid	  size	  (Fig.	  2A).	  	  The	  scaling	  of	  the	  grid	  cells	  increases	  from	  the	  dorsal	  to	  the	  ventral	  portion	  of	  the	  MEC	  (Brun,	  Solstad,	  et	  al.,	  2008).	  	  Grid	  cells	  may	  cluster	  in	  large	  modules	  expressing	  only	  a	  few	  intrinsic	  grid	  scales.	  	  In	  certain	  environments,	  certain	  units	  within	  these	  modules	  may	  stretch	  or	  compress	  away	  from	  their	  intrinsic	  scale.	  	  	  These	  results	  show	  that	  the	  map	  within	  the	  MEC	  is	  dynamic	  in	  some	  regards,	  changing	  to	  the	  dimensions	  of	  the	  environment	  (Barry,	  Hayman,	  Burgess,	  &	  Jeffery,	  2007;	  Stensola	  et	  al.,	  2012).	  One	  question	  that	  is	  currently	  being	  addressed	  is	  how	  comprehensive	  the	  spatial	  map	  is	  within	  the	  MEC.	  	  Does	  the	  MEC	  map	  exclusively	  represent	  the	  spatial	  environment,	  or	  does	  the	  representation	  incorporate	  more	  complex	  cues?	  	  When	  the	  environment	  is	  segmented,	  grid	  cell	  maps	  will	  reshape	  even	  if	  the	  rat	  can	  see	  the	  whole	  original	  environment.	  	  When	  an	  open	  field	  was	  segmented	  into	  a	  10-­‐lane	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hairpin	  maze,	  grid	  cells	  had	  similar	  firing	  fields	  in	  similar	  lanes.	  	  Grid	  maps	  were	  almost	  identical	  in	  same	  shaped	  lanes	  when	  the	  rat	  ran	  in	  a	  given	  direction.	  	  However,	  grid	  maps	  were	  different	  when	  the	  rat	  traversed	  the	  same	  maze	  in	  a	  different	  direction	  and	  that	  map	  was	  not	  merely	  a	  reflection	  or	  rotation	  of	  the	  initial	  map.	  	  This	  suggests	  that	  grid	  cell	  maps	  represent	  physical	  boundaries	  and	  not	  visual	  boundaries,	  and	  that	  they	  are	  also	  modulated	  by	  the	  rat’s	  behavior.	  	  The	  MEC	  map	  held	  one	  representation	  of	  the	  environment	  when	  the	  rat	  ran	  in	  one	  direction,	  but	  held	  a	  totally	  separate	  representation	  when	  the	  rat	  backtracked	  the	  same	  route.	  	  Another	  important	  finding	  was	  that	  grid	  cell	  firing	  patterns	  exhibited	  relative	  chaos	  between	  alleys	  suggesting	  that	  each	  new	  alley	  was	  represented	  as	  a	  unique,	  albeit	  familiar	  environment.	  	  In	  other	  words,	  a	  rat	  fails	  to	  create	  a	  single	  cohesive	  map	  spanning	  multiple	  rooms	  or	  alleys.	  	  Instead,	  a	  grid	  cell	  map	  resets	  when	  entering	  a	  different	  room	  of	  a	  complex	  environment	  (Derdikman	  et	  al.,	  2009).	  	  Behavioral	  modulation	  of	  grid	  cells	  was	  more	  clearly	  shown	  when	  rats	  performed	  an	  alternation	  task	  on	  a	  T-­‐maze.	  One	  study	  showed	  that	  grid	  cells	  behave	  differently	  in	  the	  central	  alley	  of	  a	  T-­‐maze	  depending	  on	  whether	  rat	  splits	  right	  or	  left	  (Lipton,	  White,	  &	  Eichenbaum,	  2007).	  This	  clearly	  showed	  that	  the	  representation	  of	  the	  central	  alley	  was	  dependent	  upon	  what	  the	  rat	  was	  planning	  on	  doing	  at	  the	  T.	  	  While	  these	  studies	  show	  that	  the	  PoC-­‐LEC	  spatial	  stream	  incorporates	  some	  non-­‐spatial	  information	  into	  its	  spatial	  representation,	  but	  the	  role	  of	  this	  pre-­‐hippocampal	  melding	  of	  information	  in	  mnemonic	  function	  is	  unclear.	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The	  culmination	  of	  ‘where’	  and	  ‘what’	  and	  ‘when’	  Computational	  studies	  have	  shown	  that	  in	  an	  open	  environment,	  integrated	  head	  direction	  cell	  and	  border	  cell	  input	  could	  generate	  the	  patterns	  exhibited	  in	  grid	  cells.	  	  Similarly,	  the	  characteristics	  of	  grid	  cells	  is	  sufficient	  to	  give	  the	  spatial	  selectivity	  observed	  in	  place	  cells	  (Solstad,	  Moser,	  &	  Einevoll,	  2006;	  Taube,	  2007).	  	  The	  observed	  connectivity	  between	  discrete	  clusters	  of	  head	  direction	  cells	  and	  clusters	  of	  grid	  cells	  supports	  this	  model	  (Burgalossi	  et	  al.,	  2011).	  	  Moreover,	  place	  cells	  have	  been	  shown	  to	  depend	  on	  grid	  cells	  for	  spatial	  selectivity	  (Brun,	  Leutgeb,	  et	  al.,	  2008;	  Fyhn,	  Hafting,	  Treves,	  Moser,	  &	  Moser,	  2007).	  Lesion	  studies	  have	  been	  successful	  in	  localizing	  and	  characterizing	  crucial	  nodes	  in	  the	  MTL	  that	  process	  object-­‐place-­‐context	  associations.	  	  These	  conjunctive	  associations,	  “what,”	  “when,”	  and	  “where,”	  are	  what	  comprise	  episodic	  memories.	  	  It	  was	  first	  established	  that	  lesions	  to	  the	  hippocampus	  do	  not	  abolish	  object	  recognition	  or	  context	  recognition	  alone:	  these	  functions	  are	  thought	  to	  be	  performed	  by	  the	  PeC-­‐LEC	  stream	  or	  the	  PoC-­‐MEC	  stream	  (Madeline	  J	  Eacott	  &	  Norman,	  2004).	  Thus,	  an	  experiment	  designed	  to	  test	  the	  association	  between	  item,	  place,	  and	  context	  was	  fashioned	  in	  which	  two	  objects	  were	  placed	  in	  arrangement	  ‘F’	  for	  context	  ‘X’	  and	  in	  arrangement	  ‘G’	  for	  context	  ‘Y’	  (Bussey,	  Duck,	  Muir,	  &	  Aggleton,	  2000).	  	  Hippocampal	  lesioned	  rats	  could	  not	  recognize	  a	  switch	  in	  pairing	  of	  arrangement	  to	  context	  whereas	  those	  with	  PoC	  and	  PeC	  lesions	  performed	  well.	  	  This	  clearly	  showed	  that	  the	  hippocampus	  was	  responsible	  for	  integrating	  item,	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place,	  and	  context	  information.	  	  However,	  the	  lack	  of	  impairment	  in	  PoC-­‐PeC	  lesioned	  rats	  was	  interesting,	  as	  it	  was	  thought	  that	  the	  hippocampus	  received	  representations	  of	  object	  and	  context	  from	  the	  PeC	  and	  PoC.	  	  In	  a	  more	  complicated	  version	  of	  the	  task,	  two	  items	  are	  added	  so	  that	  the	  room	  contains	  four	  objects,	  and	  only	  two	  of	  the	  four	  objects	  swapped	  position	  in	  the	  new	  room.	  	  Rats	  with	  either	  combined	  peri-­‐postrhinal	  lesions	  or	  those	  with	  hippocampus	  lesions	  failed	  to	  recognize	  the	  swapped	  objects	  over	  the	  stationary	  ones.	  	  This	  suggests	  that	  the	  hippocampus	  forms	  a	  rudimentary	  representation	  of	  a	  scene,	  involving	  a	  simple	  set	  of	  stimuli	  (Eacott	  &	  Norman,	  2004).	  	  However,	  when	  the	  task	  involves	  a	  complicated	  combination	  of	  backdrops	  and	  objects,	  upstream	  cortices	  such	  as	  the	  MEC,	  LEC,	  PeC,	  and	  PoC	  may	  be	  required	  to	  create	  more	  distinguishable	  representations	  of	  items	  and	  contexts.	  Consistent	  with	  the	  lesion	  work,	  cells	  within	  the	  hippocampus	  respond	  to	  both	  spatial	  and	  non-­‐spatial	  cues.	  	  Initial	  research	  on	  hippocampal	  firing	  patterns	  uncovered	  the	  presence	  of	  place	  cells.	  	  Place	  cells	  exhibit	  heightened	  activity	  in	  a	  single	  location	  of	  an	  open	  field	  across	  repeated	  trials.	  Place	  cells	  may	  have	  the	  same	  place	  field	  after	  months	  of	  being	  away	  from	  a	  given	  environment,	  when	  some	  proximal	  cues	  are	  removed,	  or	  even	  when	  the	  rat	  cannot	  see	  (Eichenbaum,	  Dudchenko,	  Wood,	  Shapiro,	  &	  Tanila,	  1999).	  However,	  place	  cell	  firing	  fields	  may	  change	  their	  firing	  fields	  when	  significant	  changes	  are	  made	  to	  the	  environment.	  	  For	  instance,	  like	  grid	  cells,	  place	  cell	  fields	  will	  stretch	  or	  compress	  proportionally	  to	  changes	  in	  their	  environment.	  	  As	  an	  environment	  slowly	  grows	  or	  shifts	  its	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shape,	  a	  place	  field	  may	  morph	  correspondingly	  to	  that	  change	  (Leutgeb,	  Leutgeb,	  Moser,	  &	  Moser,	  2005).	  	  The	  well-­‐established	  presence	  of	  ‘place	  cells’	  within	  the	  hippocampus	  has	  led	  some	  to	  suggest	  the	  existence	  of	  a	  dedicated	  cognitive	  map	  (O’Keefe	  &	  Dostrovsky,	  1971).	  	  However,	  mounting	  behavioral	  evidence	  points	  to	  a	  less	  straightforward	  structure	  to	  mnemonic	  coding	  in	  the	  hippocampus	  (Eichenbaum,	  1996).	  Hippocampal	  cells	  are	  not	  only	  modulated	  by	  the	  rats’	  location,	  but	  also	  by	  a	  wide	  variety	  of	  other	  situational	  factors.	  	  Hippocampal	  cells	  show	  object	  specificity	  during	  nonmatching	  to	  sample	  tasks	  even	  when	  the	  rats	  head	  is	  fixed	  in	  place	  (Otto,	  Eichenbaum,	  1994).	  	  Hippocampal	  place	  cells	  are	  speed,	  direction,	  and	  turning	  angle	  modulated	  while	  a	  rat	  performs	  a	  spatial	  task,	  but	  not	  when	  the	  rat	  forages	  in	  an	  open	  field.	  	  Similarly,	  these	  place	  cells	  may	  remap	  if	  the	  rat	  performs	  a	  different	  task	  paradigm	  in	  the	  same	  spatial	  context	  (Kobayashi,	  Nishijo,	  Fukuda,	  Bures,	  &	  Ono,	  1997).	  	  Moreover,	  hippocampal	  ‘’time	  cells”	  have	  been	  reported	  that	  are	  responsive	  to	  nothing	  else	  but	  the	  passing	  of	  time	  (MacDonald,	  Lepage,	  Eden,	  &	  Eichenbaum,	  2011).	  	  	  These	  studies	  show	  that	  the	  ensemble	  of	  hippocampal	  activity	  reflects	  many	  components	  of	  the	  task	  at	  hand,	  but	  it	  does	  not	  prove	  that	  these	  cells	  are	  the	  substrate	  for	  memory.	  	  Nonetheless,	  these	  findings	  agree	  with	  the	  current	  attitude	  that	  the	  hippocampus	  processes	  the	  conjunction	  of	  ‘what,’	  ‘where,’	  and	  ‘when’	  information.	  	  Recently,	  studies	  have	  examined	  how	  task	  learning	  causes	  shifts	  in	  hippocampal	  cell	  activity	  in	  order	  to	  more	  closely	  compare	  hippocampal	  cells	  to	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mnemonic	  function.	  	  Along	  this	  line	  of	  evidence,	  one	  group	  showed	  that	  the	  increased	  specificity	  of	  cells	  within	  the	  hippocampus	  correlated	  with	  better	  memory.	  	  In	  the	  experiment	  the	  number	  of	  hippocampal	  cells	  that	  specified	  odor	  directly	  correlated	  to	  the	  rats	  performance	  on	  an	  odor	  discrimination	  task	  (Otto,	  Eichenbaum,	  1992).	  	  Similarly,	  place	  cells	  gain	  object-­‐context	  specificity	  as	  a	  rat	  learns	  to	  associate	  an	  object	  with	  a	  context	  (Komorowski,	  Manns,	  &	  Eichenbaum,	  2009).	  	  Moreover,	  as	  the	  preexisting	  place	  cells	  gained	  conjunctive	  specificity,	  new	  place	  cells	  ‘came	  on	  line.’	  	  This	  study	  was	  the	  first	  of	  its	  kind	  to	  show	  individual	  hippocampal	  cells	  gain	  specificity	  to	  the	  same	  relationship	  that	  the	  rat	  was	  learning.	  	  This	  study	  was	  impactful	  as	  it	  showed	  the	  shift	  of	  individual	  cells	  towards	  coding	  for	  features	  of	  the	  environment	  that	  are	  task	  relevant.	  	  Taken	  together	  these	  data	  indicate	  that	  as	  a	  rat	  learns	  an	  association,	  conjunctive	  coding	  is	  derived	  from	  existing	  spatial	  coding	  in	  cells	  within	  the	  hippocampus.	  	  The	  neural	  substrate	  for	  episodic	  memory	  involves	  the	  tuning	  of	  individual	  hippocampal	  cells	  towards	  specific	  associations	  within	  the	  environment.	  	  	  The	  hippocampus	  is	  not	  the	  only	  region	  in	  the	  MTL	  that	  is	  implicated	  in	  processing	  item-­‐place	  conjunctions.	  	  Both	  the	  MEC	  and	  LEC	  show	  forms	  of	  item-­‐place	  conjunctive	  processing,	  and	  a	  shift	  to	  conjunctive	  processing	  in	  those	  areas	  may	  also	  represent	  learning.	  	  Lipton	  et	  al.	  (2007)	  postulated	  that	  the	  slow	  tuning	  of	  grid,	  item,	  and	  possibly	  head	  direction	  cells	  would	  shed	  light	  into	  how	  a	  rats’	  behavior	  informs	  its	  memory.	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The	  current	  study	  recorded	  cells	  within	  the	  medial	  and	  lateral	  entorhinal	  cortices	  while	  a	  rat	  performed	  an	  item-­‐context	  association	  task.	  	  To	  successfully	  perform	  this	  task	  the	  rat	  had	  to	  remember	  item-­‐context	  associations,	  thus	  calling	  upon	  episodic	  memory.	  	  Transverse	  patterning	  of	  multiple	  contexts	  and	  items	  was	  used,	  so	  that	  both	  the	  MEC	  and	  LEC	  respectively	  would	  be	  required	  for	  sufficient	  representations	  of	  each.	  	  Moreover,	  this	  task	  was	  designed	  so	  that	  item,	  place,	  and	  context	  specificity	  in	  unit	  recordings	  could	  be	  distinguished	  from	  each	  other.	  	  The	  task	  relevant	  activity	  of	  cells	  in	  the	  MEC	  and	  LEC	  will	  show	  whether	  item-­‐place	  associations	  necessary	  for	  episodic	  memory	  are	  coded	  outside	  the	  hippocampus.	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Methods	  
Subjects	  	   Five	  male	  Long	  Evans	  rats	  weighing	  between	  400	  and	  450	  grams	  were	  used	  for	  all	  experiments.	  	  Rats	  were	  housed	  in	  single	  cages	  with	  cardboard	  bedding	  in	  a	  communal	  facility	  under	  a	  12-­‐hour	  light/dark	  cycle.	  	  Rats	  were	  maintained	  at	  a	  minimum	  of	  85%	  of	  their	  natural	  body	  weight	  via	  a	  restricted	  diet	  (Rat	  Chow)	  and	  water	  ad	  libitum.	  	  The	  experimental	  protocol	  adhered	  to	  Boston	  University	  IACUC	  regulations.	  	  
Task	  	   The	  rats	  were	  trained	  to	  perform	  a	  context	  cued	  item	  discrimination	  task.	  	  In	  brief,	  the	  rat	  learned	  to	  alternate	  between	  two	  unique	  contexts	  and	  in	  each	  choose	  one	  of	  two	  items	  (pots)	  for	  a	  reward.	  	  Initially	  rats	  were	  trained	  to	  dig	  for	  a	  Froot	  Loop	  (Kellogg’s)	  in	  a	  sand	  filled	  (10	  cm	  tall	  by	  11	  cm	  wide)	  terra-­‐cotta	  pot.	  	  Once	  the	  rat	  was	  willing	  to	  dig	  for	  a	  quarter	  froot	  loop,	  the	  rat	  was	  presented	  with	  an	  odor	  discrimination	  in	  which	  it	  was	  required	  to	  choose	  a	  correct	  (Aloe	  scented,	  Jason	  Natural	  Products)	  pot	  over	  an	  incorrect	  (clove	  scented,	  AuraCacia)	  pot	  when	  placed	  side	  by	  side.	  	  All	  scents	  were	  diluted	  to	  2%	  in	  oil	  (Wesson).	  	  Once	  the	  rat	  performed	  at	  90%	  accuracy	  over	  20	  trials	  he	  was	  introduced	  to	  the	  conditional	  discrimination	  environment.	  The	  environment	  consisted	  of	  two	  unique	  contexts	  (37x37	  inch)	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connected	  by	  a	  central	  alley.	  	  In	  context	  A,	  item	  X	  was	  rewarded	  and	  not	  item	  Y,	  whereas	  in	  context	  B	  item	  Y	  was	  rewarded	  and	  not	  item	  X.	  	  When	  rats	  entered	  each	  empty	  context	  room,	  they	  were	  allowed	  to	  explore	  for	  15	  seconds	  after	  which	  a	  divider	  descended	  to	  restrict	  the	  rat	  to	  half	  of	  the	  room.	  	  The	  pots	  were	  then	  placed	  in	  the	  corners	  behind	  the	  divider	  and	  the	  divider	  was	  lifted.	  	  Rats	  were	  allowed	  to	  explore	  the	  room	  with	  the	  items	  until	  the	  rat	  chose	  by	  digging	  in	  one.	  	  After	  the	  rat	  chose,	  both	  pots	  were	  immediately	  removed,	  the	  trial	  ended,	  and	  the	  rat	  moved	  on	  to	  the	  next	  trial	  following	  a	  correct	  choice	  or	  the	  rat	  was	  given	  a	  5	  second	  time	  out	  before	  the	  next	  trial	  following	  an	  incorrect	  choice	  (fig.	  3).	  	  The	  next	  trial	  began	  when	  the	  rat	  was	  finished	  eating,	  or	  when	  the	  inter-­‐room	  dividers	  were	  removed.	  	  Rats	  were	  considered	  to	  have	  learned	  the	  task	  when	  they	  performed	  at	  90%	  accuracy	  for	  90	  consecutive	  trials.	  	  	  	  Items	  were	  right-­‐left	  pseudo-­‐randomized	  so	  that	  no	  item	  was	  placed	  in	  the	  same	  corner	  three	  trials	  in	  a	  row.	  	  The	  rat	  was	  tested	  twice	  in	  a	  row	  in	  the	  same	  context	  on	  average	  every	  10	  trials	  to	  insure	  the	  rat	  did	  not	  adopt	  an	  alternating	  strategy.	  	  Probe	  trials	  in	  which	  the	  rat	  was	  rewarded	  by	  hand	  after	  digging	  in	  the	  correct	  pot	  occurred	  on	  average	  every	  10	  trials	  to	  insure	  the	  rats	  was	  not	  guided	  by	  an	  odor	  cue	  from	  the	  froot	  loop	  in	  the	  correct	  pot.	  	  The	  entire	  task	  apparatus	  was	  wiped	  down	  with	  30%	  ethanol	  immediately	  after	  defecation	  and	  urination,	  and	  after	  each	  90	  trial	  block.	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  Figure	  3.	  	  The	  context-­‐cued	  object	  discrimination	  task.	  	  For	  a	  given	  trial	  the	  rat	  was	  introduced	  to	  the	  empty	  environment,	  and	  then	  given	  the	  choice	  between	  two	  objects.	  	  In	  context	  A	  object	  X	  was	  rewarded	  (reward	  signified	  by	  a	  +)	  and	  object	  Y	  was	  not	  (signified	  by	  a	  -­‐).	  	  In	  context	  B	  object	  Y	  was	  rewarded	  and	  not	  object	  X.	  	  Rats	  generally	  alternated	  to	  the	  other	  context	  between	  trials,	  however	  sometimes	  the	  rat	  was	  tested	  twice	  in	  a	  row	  in	  one	  context.	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Table	  1.	  Examples	  of	  Items	  and	  contexts;	  Environment	   Context	  A	   Context	  B	   Item	  X	  (rewarded	  in	  context	  A)	   Item	  Y	  (rewarded	  in	  context	  B)	  
1	   Black	  rubber	   Brown	  wood	   Grapefruit	  scented	  (Essential	  Oils),	  purple	  bead	  digging	  media	  
Jasmine	  scented,	  Shredded	  paper	  digging	  media	  
2	   Black	  plastic	  with	  blue	  stripes	   White	  wood	  with	  red	  stripes	  
Peppermint	  scented,	  cut	  red	  coffee	  straws	   Vanilla	  scented,	  orange	  yarn	  
	  	  
Recording	  headstages;	  	   Headstages	  were	  fashioned	  from	  plastic,	  acrylic,	  and	  metal	  cannula.	  	  Each	  headstage	  contained	  18-­‐24	  independently	  movable	  insulated	  tetrode	  wires.	  	  Tetrodes	  were	  fashioned	  from	  four	  12.5μm	  diameter	  nichrome	  wires	  of	  which	  the	  tips	  were	  gold-­‐plated	  to	  reach	  an	  impedance	  of	  200	  kΩ	  at	  1kHz	  frequency.	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Surgery	  	   Once	  they	  had	  learned	  the	  task,	  rats	  were	  surgically	  implanted	  with	  hyperdrives	  targeted	  at	  either	  the	  LEC	  or	  MEC.	  	  Two	  rats	  were	  implanted	  with	  drives	  aimed	  at	  LEC,	  and	  three	  rats	  were	  implanted	  with	  drives	  targeting	  MEC.	  	  Single	  units	  in	  ventral	  hippocampus	  and	  retrosplenial	  cortex	  were	  also	  recorded	  in	  these	  animals,	  but	  they	  are	  not	  included	  in	  the	  current	  results	  or	  analysis.	  	  LEC	  hyperdrives	  were	  implanted	  at	  6.92mm	  posterior,	  and	  5.2	  mm	  left	  of	  bregma,	  with	  tetrodes	  descended	  roughly	  5	  mm	  at	  a	  roughly	  16	  degree	  lateral	  angle.	  	  MEC	  hyperdrives	  were	  implanted	  at	  8	  mm	  posterior,	  and	  4.6	  mm	  left	  of	  bregma,	  with	  tetrodes	  then	  descended	  2	  mm	  at	  a	  25-­‐degree	  posterior	  angle.	  	  Before	  surgery,	  rats	  were	  anesthetized	  under	  isoflurane	  (2%	  in	  oxygen)	  and	  subsequently	  given	  injections	  of	  0.1mg/kg	  buprenorphine,	  atropine,	  50mg/kg	  cefazolin,	  and	  1mg/kg	  of	  meloxicam.	  	  Rats	  were	  also	  injected	  with	  5	  ml	  of	  sucrose	  ringers	  to	  prevent	  dehydration.	  Hyperdrives	  were	  fixed	  to	  the	  rat’s	  skull	  with	  an	  array	  of	  screws	  held	  by	  dental	  acrylic,	  except	  for	  around	  the	  craniotomy	  sites	  where	  metabond	  was	  used	  instead.	  	  Once	  the	  hyperdrives	  were	  secured,	  each	  tetrode	  was	  descended	  into	  either	  the	  medial	  entorhinal	  cortex	  or	  lateral	  entorhinal	  cortex.	  After	  surgery	  and	  once	  a	  day	  for	  the	  next	  two	  days	  rats	  were	  given	  another	  equivalent	  dose	  of	  buprenorphine,	  cefazolin,	  and	  meloxicam.	  	  The	  rats	  were	  given	  one	  week	  to	  recover	  before	  handling	  or	  testing.	  	  After	  recovery,	  rats	  were	  retrained	  to	  criterion	  on	  the	  task,	  and	  neural	  activity	  was	  monitored	  as	  tetrodes	  were	  slowly	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turned	  into	  place.	  	  Once	  the	  tetrodes	  were	  in	  the	  desired	  location,	  and	  rats	  were	  up	  to	  criterion,	  recording	  sessions	  were	  performed.	  	  
Cellular	  recordings	  Before	  recording	  sessions,	  rats	  explored	  an	  environment	  with	  objects	  while	  individual	  wires	  were	  descended	  in	  search	  for	  cells.	  	  When	  a	  sufficient	  number	  of	  cells	  were	  isolated,	  the	  tetrode	  wires	  were	  allowed	  to	  set	  for	  at	  least	  4	  hours,	  and	  a	  session	  was	  recorded.	  	  A	  recording	  session	  consisted	  of	  a	  90	  trial	  learning	  or	  overtraining	  block	  followed	  by	  20	  minutes	  of	  random	  foraging	  in	  a	  1meter	  by	  1meter	  open	  field.	  	  When	  cellular	  recording	  began	  rats	  had	  already	  reached	  the	  90%	  criterion	  in	  the	  first	  environment	  so	  these	  sessions	  were	  called	  overtraining	  sessions.	  	  Following	  three	  to	  four	  recording	  sessions	  of	  overtraining	  blocks	  in	  environment	  rats	  were	  introduced	  to	  a	  new	  environment,	  with	  novel	  room	  contexts	  and	  object-­‐odor	  pairs	  (Table	  1).	  	  Recording	  sessions	  that	  were	  the	  rats’	  first	  exposure	  to	  an	  environment	  were	  categorized	  as	  ‘learning	  blocks’.	  	  Rats	  normally	  learned	  the	  task	  halfway	  though	  a	  90	  trial	  learning	  block.	  	  Subsequent	  recording	  sessions	  in	  the	  context	  were	  taken	  as	  overtraining	  sessions.	  	  In	  a	  normal	  series	  of	  recording	  sessions	  rats	  would	  perform	  3-­‐5	  overtraining	  blocks	  in	  context	  1,	  a	  learning	  block	  in	  context	  2,	  3-­‐5	  overtraining	  blocks	  in	  context	  2,	  a	  learning	  block	  in	  context	  3,	  and	  so	  on	  (Table	  1).	  	  Generally,	  new	  cells	  were	  identified	  for	  each	  recording	  session	  except	  for	  learning	  sessions	  in	  which	  cells	  were	  kept	  for	  both	  neighboring	  overtraining	  sessions.	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Histology	  	   At	  the	  end	  of	  all	  data	  collection,	  rats	  were	  anesthetized	  under	  1-­‐3%	  isofluorane	  and	  the	  electrode	  position	  was	  confirmed	  by	  passing	  20µa	  current	  for	  20	  seconds	  through	  each	  tetrode	  immediately	  before	  lethal	  injection	  by	  Euthanol.	  	  Euthanized	  rats	  were	  formalin	  perfused,	  and	  brains	  were	  sliced	  and	  stained	  under	  standard	  Nissl	  Staining	  protocol.	  	  
Data	  acquisition	  and	  analysis;	  Spike	  and	  local	  field	  potential	  data	  acquisition	  was	  performed	  on	  an	  omniplex	  data	  acquisition	  system	  (Plexon,	  TX).	  	  Wideband	  activity	  was	  amplified	  100000x,	  low	  pass	  filtered	  at	  8000	  Hz	  and	  digitized	  at	  40000	  Hz	  in	  16-­‐bit	  format.	  	  Spikes	  were	  acquired	  using	  a	  threshold	  procedure,	  and	  were	  saved	  separately	  from	  wideband	  LFP	  data.	  	  The	  rats’	  head	  direction	  and	  position	  were	  monitored	  via	  LED	  lights	  fixed	  to	  the	  hyperdrive,	  and	  recorded	  by	  a	  digital	  camera	  (30	  fps)	  that	  was	  synchronized	  to	  the	  spike	  data	  (CinePlex,	  Plexon	  TX).	  	  	  Cell	  spike	  clusters	  were	  isolated	  on	  an	  offline	  sorter	  (Plexon,	  TX)	  using	  three-­‐dimensional	  projections	  (spike	  valley,	  peak,	  principle	  components	  and	  timestamp).	  	  A	  1-­‐5	  confidence	  measure	  was	  used	  to	  determine	  the	  strength	  of	  the	  cell	  clusters.	  Behavioral	  events	  were	  marked	  manually	  post-­‐hoc	  using	  a	  video-­‐editing	  program.	  	  The	  end	  of	  reward	  consumption,	  or	  removal	  of	  the	  inter-­‐room	  divider	  boards	  marked	  the	  beginning	  of	  each	  trial.	  	  Item	  sampling	  was	  marked	  when	  the	  
	  	   	  29	  
rats’	  nose	  crossed	  the	  rim	  of	  the	  pot.	  	  Initiation	  of	  digging	  marked	  a	  correct	  or	  incorrect	  choice	  depending	  on	  the	  pot,	  and	  a	  non-­‐choice	  was	  flagged	  when	  the	  rat’s	  nose	  crossed	  back	  outside	  of	  the	  rim.	  	  Entry	  to	  each	  room,	  and	  entry	  and	  exit	  of	  the	  divider	  board	  were	  also	  flagged.	  Figure	  generation	  and	  statistical	  analysis	  were	  performed	  on	  MATLAB	  (Math	  Works).	  	  
RESULTS	  
	  
	   Approximately	  40	  neurons	  were	  recorded	  in	  LEC	  and	  approximately	  80	  neurons	  were	  recorded	  in	  MEC.	  	  Cells	  in	  MEC	  and	  LEC	  were	  analyzed	  based	  on	  spatial	  heat	  plots	  and	  time	  locked	  changes	  in	  spike	  activity.	  	  Preliminary	  data	  focused	  on	  item	  sampling,	  context	  entry,	  and	  spatially	  tuned	  firing	  specifically	  during	  overtraining	  sessions.	  Learning	  sessions	  will	  be	  analyzed	  later	  with	  a	  larger	  collection	  of	  previous	  recordings.	  	  Though	  still	  in	  early	  stages	  of	  the	  analysis,	  a	  qualitative	  inspection	  of	  the	  single	  unit	  recordings	  has	  revealed	  some	  interesting	  results.	  We	  found	  numerous	  cells	  in	  the	  LEC	  that	  responded	  to	  various	  behaviorally	  relevant	  cues.	  	  One	  subset	  of	  cells	  responded	  during	  item	  sampling	  in	  general	  (Fig.	  4).	  	  Some	  of	  these	  cells	  indicate	  object-­‐specific	  responding	  to	  specific	  odor-­‐cue	  combinations,	  but	  the	  early	  cells	  evaluated	  in	  this	  manner	  indicated	  more	  variability	  across	  90	  trials	  than	  was	  seen	  in	  recordings	  from	  single	  units	  in	  the	  hippocampus	  
	  	   	  30	  
(Komorowski	  et	  al.,	  2009).	  	  This	  is	  somewhat	  at	  odds	  with	  the	  hypothesized	  expectation	  of	  object-­‐specific	  encoding	  of	  information	  within	  LEC,	  but	  a	  more	  sensitive	  ensemble	  analysis	  of	  LEC	  activity	  is	  underway	  that	  may	  better	  characterize	  LEC	  object-­‐selective	  activity.	  	  	  A	  separate	  subset	  of	  cells	  within	  the	  LEC	  was	  selectively	  active	  during	  entry	  into	  either	  context	  (Fig.	  7	  LEC	  cells	  4	  and	  5),	  indicating	  behaviorally	  relevant	  responding	  within	  LEC.	  	  A	  similar	  population	  of	  cells	  sensitive	  to	  context	  entry	  was	  also	  found	  in	  MEC	  (Fig.	  7	  MEC	  cells	  7,	  11,	  10,	  and	  16).	  	  Figure	  7	  depicts	  a	  number	  of	  examples	  of	  context	  entry	  cells.	  	  Some	  cells	  demonstrated	  changes	  in	  activity	  when	  entering	  either	  context,	  such	  as	  MEC	  cells	  1	  and	  10	  exhibiting	  a	  small	  suppression	  of	  firing	  at	  the	  time	  of	  context	  entry.	  	  LEC	  cell	  4	  demonstrates	  similar	  activity,	  although	  there	  appears	  to	  be	  a	  slightly	  elevated	  response	  specifically	  for	  left	  context	  entries.	  MEC	  cell	  16	  depicts	  a	  cell	  with	  elevated	  firing	  specifically	  for	  left	  context	  entries.	  Multiple	  cell	  types	  were	  found	  in	  the	  MEC,	  including	  those	  that	  were	  spatially	  selective,	  and	  those	  that	  responded	  to	  task	  cues.	  	  	  Some	  cells	  were	  specific	  to	  the	  context	  during	  item	  sampling	  (Fig.	  5,	  Fig.	  6),	  whereas	  others	  responded	  to	  a	  specific	  border	  of	  each	  environment	  (Fig.	  7).	  	  Further	  analysis	  is	  necessary	  to	  determine	  object-­‐place	  sensitivity	  within	  the	  MEC	  and	  the	  LEC,	  but	  this	  analysis	  is	  underway	  with	  a	  larger	  collection	  of	  previous	  recordings.	  	  Figures	  5	  and	  6	  demonstrate	  two	  types	  of	  responding	  exhibited	  specifically	  by	  MEC	  cells	  in	  this	  task.	  	  Cell	  7	  in	  Figure	  5	  demonstrates	  a	  preference	  for	  Context	  B,	  with	  elevated	  activity	  for	  both	  Item	  X	  and	  Item	  Y	  samples	  in	  this	  context	  over	  samples	  in	  Context	  A.	  	  This	  cell	  also	  seems	  to	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indicate	  a	  preference	  for	  object	  X	  in	  context	  B	  over	  item	  Y	  in	  this	  context,	  with	  more	  precise	  firing	  during	  the	  choice	  period	  for	  object	  X	  in	  this	  context.	  	  In	  contrast,	  MEC	  Cell	  14	  in	  Figure	  6	  demonstrates	  a	  likely	  border	  cell	  with	  elevated	  firing	  near	  the	  southern	  wall	  of	  the	  environment,	  though	  with	  little	  indication	  of	  object-­‐location	  preference.	  Figure	  8	  provides	  an	  example	  of	  typical	  spatial	  firing	  plots	  for	  an	  LEC	  cell	  and	  an	  MEC	  cell	  for	  the	  conditional	  discrimination	  task	  and	  the	  subsequent	  open	  field	  session.	  	  The	  MEC	  cells	  typically	  exhibited	  more	  discrete	  firing	  in	  both	  contexts,	  often	  in	  a	  grid-­‐like	  manner	  or	  locked	  to	  borders	  of	  an	  environment.	  	  LEC	  cells	  typically	  exhibited	  more	  diffuse	  firing	  in	  both	  environments	  when	  examining	  the	  full	  session	  plots.	  	  Future	  analysis	  will	  segment	  the	  session	  into	  relevant	  time	  periods	  (e.g.,	  object	  sampling	  period	  vs.	  context	  exploration	  period)	  to	  determine	  the	  extent	  of	  object	  and	  context	  variables	  on	  spatial	  firing	  in	  both	  MEC	  and	  LEC.	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  Figure	  4.	  	  Average	  firing	  rates	  of	  LEC	  cells	  during	  item	  sampling.	  	  95%	  confidence	  error	  bars	  shown.	  	  LEC	  cells	  did	  not	  consistently	  differentiate	  objects,	  contexts,	  or	  positions.	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  Figure	  5.	  	  Top:	  raster	  plots	  and	  bar	  graphs	  of	  cell	  activity	  time	  locked	  to	  the	  start	  of	  item	  sampling.	  Green	  ticks	  indicate	  correct	  trials	  and	  red	  ticks	  indicate	  incorrect	  trials.	  This	  cell	  was	  more	  active	  in	  context	  B	  sampling	  item	  X.	  	  Bottom;	  normalized	  heat	  plot	  of	  spatial	  firing	  throughout	  session.	  The	  cell	  tended	  to	  fire	  in	  the	  right	  side	  of	  each	  context.	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  Figure	  6.	  	  Top:	  raster	  plots	  and	  bar	  graphs	  of	  cell	  activity	  time	  locked	  to	  the	  start	  of	  item	  sampling.	  Green	  ticks	  indicate	  correct	  trials	  and	  red	  ticks	  indicate	  incorrect	  trials.	  This	  cell	  was	  more	  active	  in	  context	  B	  sampling	  item	  X.	  	  Bottom;	  normalized	  heat	  plot	  of	  spatial	  firing	  throughout	  session.	  The	  cell	  tended	  to	  fire	  in	  the	  right	  side	  of	  each	  context.	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  Figure	  7.	  	  Example	  of	  4	  MEC	  cells	  and	  2	  LEC	  cells	  that	  fired	  significantly	  more	  rapidly	  during	  context	  entry.	  	  Left:	  raster	  plots	  and	  bar	  graphs	  of	  cell	  activity	  time	  locked	  and	  centered	  on	  context	  entry.	  	  Right:	  spatial	  heat	  plots	  of	  cell	  activity.	  	  Some	  MEC	  cells	  differentiate	  between	  entries	  into	  either	  context	  (Cell	  7	  and	  Cell	  10).	  	  LEC	  cells	  seem	  to	  only	  respond	  to	  context	  entry	  in	  general.	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  Figure	  8.	  Spatial	  heat	  plots	  of	  one	  MEC	  cell	  and	  one	  LEC	  cell.	  	  Left	  plots	  are	  in	  a	  1m	  by	  1m	  maze;	  right	  plots	  are	  in	  task	  environment.	  	  Top	  cell	  exhibits	  grid-­‐like	  firing	  whereas	  bottom	  cell	  shows	  low	  spatial	  selectivity.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
MEC	  Cell	  33	   
LEC	  Cell	  17	   
Open	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DISCUSSION	  
	   We	  found	  cells	  in	  both	  the	  MEC	  and	  LEC	  that	  responded	  to	  specific	  elements	  of	  the	  context	  cued	  item	  discrimination	  task.	  	  Preliminary	  results	  indicated	  that	  cells	  in	  the	  MEC	  were	  more	  spatially	  tuned	  than	  those	  in	  the	  LEC.	  	  In	  general,	  cells	  in	  the	  MEC	  responded	  more	  selectively	  to	  spatial	  elements	  of	  the	  task.	  	  Conversely,	  cells	  in	  the	  LEC	  responded	  to	  objects	  or	  behaviorally	  relevant	  events,	  though	  sometimes	  in	  an	  inconsistent	  manner.	  	  These	  results	  are	  consistent	  with	  former	  studies	  that	  attribute	  spatial	  processing	  to	  the	  MEC,	  and	  object	  oriented	  processing	  to	  the	  LEC	  (Van	  Cauter	  et	  al.,	  2013).	  	   The	  LEC	  is	  heavily	  implicated	  in	  object	  processing,	  so	  results	  indicating	  inconsistent	  selectivity	  of	  LEC	  neurons	  to	  objects	  are	  puzzling.	  	  In	  a	  prior	  study,	  some	  LEC	  cells	  responded	  to	  some	  objects	  and	  not	  others.	  	  Moreover,	  the	  item	  specific	  activity	  lasted	  even	  after	  the	  object	  had	  gone	  (Deshmukh	  &	  Knierim,	  2011).	  	  The	  lack	  of	  consistency	  in	  LEC	  cells	  could	  be	  due	  to	  the	  brevity	  of	  item	  sampling	  in	  this	  task.	  	  It	  may	  take	  a	  minimum	  amount	  of	  time	  a	  cell	  in	  the	  LEC	  to	  become	  object	  specific,	  and	  that	  specificity	  may	  last	  into	  the	  next	  trial.	  	  However,	  only	  a	  subset	  of	  the	  collected	  recordings	  have	  been	  examined,	  therefore	  it’s	  possible	  that	  this	  early	  result	  is	  an	  effect	  of	  sample	  size.	  	  Furthermore,	  these	  cells	  will	  be	  analyzed	  with	  an	  ensemble	  analysis	  that	  has	  been	  useful	  in	  elucidating	  object-­‐specific	  responding	  in	  ventral	  hippocampus	  that	  was	  previously	  unclear	  with	  the	  analyses	  used	  here	  (manuscript	  submitted	  by	  Komorowski	  &	  Eichenbaum).	  	  Therefore,	  it	  is	  likely	  that	  object-­‐specific	  responding	  in	  LEC,	  and	  perhaps	  MEC,	  will	  become	  clear	  following	  these	  further	  analyses.	  A	  different	  subset	  of	  cells	  in	  LEC	  and	  MEC	  was	  active	  while	  the	  rat	  was	  entering	  into	  a	  new	  context.	  	  A	  recent	  study	  implicates	  the	  LEC	  in	  object	  novelty	  detection	  (Deshmukh	  &	  Knierim,	  2011).	  	  The	  two	  items	  were	  absent	  during	  context	  entry,	  so	  the	  cells	  were	  likely	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responding	  to	  the	  elements	  of	  the	  context.	  	  These	  context	  entry	  cells	  displayed	  a	  variety	  of	  physiological	  responses,	  with	  both	  suppressed	  and	  elevated	  firing	  upon	  context	  entry,	  preference	  for	  entry	  into	  either	  context,	  preference	  for	  a	  single	  context	  entry,	  or	  responding	  to	  entry	  into	  either	  context	  but	  with	  a	  graded	  response	  that	  could	  be	  discriminated.	  	  These	  findings	  indicate	  that	  both	  LEC	  and	  MEC	  exhibit	  behaviorally	  relevant	  neuronal	  firing.	  	  In	  particular,	  they	  expand	  upon	  the	  Deshmukh	  and	  Knierim	  findings	  to	  suggest	  that	  neurons	  within	  entorhinal	  cortex	  may	  respond	  to	  behaviorally	  relevant	  events	  or	  contextual	  elements	  beyond	  strictly	  discrete	  object	  presentations.	  	  The	  future	  analysis	  of	  the	  specific	  time	  periods	  of	  context	  exploration	  and	  object	  sampling	  will	  further	  define	  the	  relevant	  events	  with	  respect	  to	  MEC	  and	  LEC	  activity.	  	   The	  MEC	  showed	  spatial	  selectivity	  during	  multiple	  phases	  of	  the	  task.	  	  In	  addition	  to	  the	  context	  entry	  cells,	  other	  cells	  exhibited	  firing	  during	  item	  sampling	  or	  showed	  preference	  for	  a	  particular	  context	  or	  region	  of	  the	  conditional	  discrimination	  environment.	  	  Some	  of	  these	  cells	  were	  categorized	  as	  putative	  border	  cells.	  	  These	  cells	  exhibited	  firing	  when	  the	  rat	  was	  at	  a	  specific	  border	  across	  the	  two	  contexts,	  interestingly	  typically	  treating	  the	  two	  contexts	  as	  one	  large	  environment.	  	  Prior	  research	  on	  border	  cells	  characterized	  border	  cells	  during	  changes	  in	  a	  single	  environment	  (Solstad	  et	  al.,	  2008).	  	  These	  results	  expand	  on	  that	  work,	  indicating	  that	  border	  cells	  may	  span	  multiple	  environments.	  	  	  Other	  cells	  in	  the	  MEC	  were	  identified	  that	  differentiated	  between	  the	  two	  environments,	  exhibiting	  elevated	  firing	  for	  one	  context	  over	  the	  other,	  regardless	  of	  the	  item	  being	  sampled.	  	  Moreover,	  some	  of	  these	  cells	  were	  active	  while	  the	  rat	  was	  traversing	  the	  central	  alley	  of	  the	  maze.	  	  This	  finding	  is	  interesting	  because	  the	  central	  area	  was	  predicted	  to	  trigger	  relative	  chaos	  in	  the	  MEC	  spatial	  map	  from	  a	  different	  study	  using	  a	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hairpin	  maze	  (Derdikman	  et	  al.,	  2009).	  	  However,	  the	  central	  alley	  in	  this	  experiment	  did	  not	  require	  the	  rat	  to	  spin	  around	  1800.	  	  These	  activity	  characteristics	  could	  possibly	  be	  explained	  by	  head	  direction	  or	  the	  coincidence	  of	  grid	  cell	  vertices.	  	  If	  these	  cells	  were	  neither	  HDR	  or	  grid	  cells,	  they	  may	  be	  responsible	  for	  the	  rearranging	  of	  grid	  cell	  networks	  between	  similar	  environments	  or	  creating	  continuity	  of	  the	  spatial	  representation	  between	  separate	  portions	  of	  a	  single	  environment.	  	   Some	  cells	  in	  the	  MEC	  showed	  activity	  that	  reflected	  both	  the	  context	  and	  the	  objects.	  	  A	  subset	  of	  cells	  that	  were	  more	  active	  in	  one	  environment	  was	  qualitatively	  more	  responsive	  to	  one	  object	  over	  the	  other	  during	  item	  sampling.	  	  These	  cells	  selected	  the	  object	  regardless	  of	  where	  it	  was	  placed	  in	  the	  context.	  	  One	  former	  study	  showed	  that	  cells	  in	  the	  upstream	  PoC	  were	  selective	  to	  a	  context	  in	  conjunction	  with	  a	  specific	  arrangement	  of	  objects.	  	  In	  that	  study,	  the	  cells	  in	  the	  PoC	  were	  active	  during	  the	  whole	  trial	  (Furtak	  et	  al.,	  2012).	  	  In	  the	  current	  study,	  the	  objects	  were	  not	  immediately	  distinguishable	  which	  may	  account	  for	  the	  less	  obvious	  item-­‐context	  selectivity	  of	  these	  cells.	  	   In	  conclusion,	  cells	  both	  the	  MEC	  and	  LEC	  were	  found	  to	  respond	  to	  task	  relevant	  cues.	  	  Object	  specificity	  of	  LEC	  cells	  is	  not	  well	  characterized	  at	  this	  point,	  but	  that	  may	  have	  been	  due	  to	  the	  unpredictable	  position	  of	  the	  objects.	  	  Other	  examinations	  of	  cells	  in	  the	  LEC	  have	  shown	  object	  selectivity,	  however	  the	  traces	  also	  remained	  after	  the	  object	  had	  moved.	  	  	  On	  the	  other	  hand,	  cells	  in	  the	  MEC	  were	  active	  during	  context	  entry	  and	  during	  object	  sampling.	  	  This	  is	  consistent	  with	  former	  work	  implicating	  the	  MEC	  in	  processing	  space	  differently	  based	  on	  behavioral	  cues	  (Lipton	  et	  al.,	  2007).	  	  Although	  preliminary,	  the	  forms	  of	  spatial	  and	  task-­‐relevant	  responding	  demonstrated	  here	  are	  highly	  consistent	  with	  a	  former	  study	  that	  revealed	  lower-­‐order	  processing	  of	  object-­‐place	  information	  in	  the	  hippocampus	  that	  developed	  over	  the	  course	  of	  learning	  (Komorowski,	  2009).	  	  For	  
	  	   	  40	  
example,	  context	  entry	  information,	  context	  specific	  firing,	  and	  even	  border	  cell	  firing	  could	  be	  used	  in	  conjunction	  to	  develop	  graded	  object-­‐place	  responses	  at	  the	  level	  of	  the	  hippocampus	  that	  result	  in	  discriminable	  firing	  across	  all	  of	  the	  object-­‐place	  combinations	  presented	  in	  this	  task.	  	  Further	  examination	  of	  both	  MEC	  and	  LEC	  cells	  during	  other	  epochs	  of	  this	  task	  may	  uncover	  cells	  with	  different	  object	  or	  contextual	  correlates.	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